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-SO-.R 6 , -OSO2Q 6Alkyl, -OS0 2 C 6 . . . 14 Aryl, -(CS)R 6 , -COOH, -(CO)R 6 , mono-, bi- oder tricycUsche gesattigte oder 
ein- Oder mehrfach ungesattigte Carbocyclen rnit 3. . .14 Ringgliedern, mono-, bi- oder tricycUsche gesattigte oder ein- 
oder mehrfach ungesattigte Heterocyclen rnit 5. . .15 Ringgliedern und 1. . .6 Heteroatomen, die vorzugsweise N, O und 
S sind, wcbei die Q . l4 Aryl-Gruppen und die eingeschlossenen carbocyclischen und heterocycUschen Substituenten lh- 20 
rerseiis ggf . ein- oder mehrfach rnit R 4 substituiert sein konnen. 




25 



oder tricycUsche gesatiigte oder ein-" oder niehrfach ungesattigte Carbocyclen mil 3 ? . .14 RinggUedem, mono-, bi- oder 
tricycUsche gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Heterocyclen rnit 5. . .15 RinggUcdcrn und 1 . . .6 Heteroato- 
men, die vorzugsweise N, O und S sind, wobei die Q. . . 14 Aryl-Gruppen und die eingeschlossenen carbocyclischen und 
heterocvcUschen Substituenten ihrerseits ggf. ein- oder mehrfach mitR 4 substituiert sein konnen, 

-mono-' bi- oder tricycUsche gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Carbocyclen rnit 3. . .14 RinggUedem, ggf. 30 
ein- oder mehrfach substituiert rnit -OH, -SH, -NH 2 , -NHQ. ..6-Aikyl, -N(Q.. . 6 -Alkyl) 2 , -NHCe.. . l4 Aryl, 
-N(C 6 l4 Aryl) 2 , -N(C t eAlkylXQ. . l4 Aryl), -NHCOR 6 , -NO,, -CN, -F, -CI, -Br, -I, -0-C L . . 6 -ADcyl, -0-C 6 . . . 14 -Aryl, 
-0(CO)R 6 , -S-Ci .6-Aikyl, -S-Ce. . .i4Aryl, -SOR 6 , -SO3H, -S0 2 R 6 , -OSQ2C1. . .6Alkyl, -OS0 2 C6. . wAryl, -(CS)R , 
-COOH, -(CO)R 6 , mono-, bi- oder tricycUsche gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Carbocyclen rnit 3. . .14 
Ringgliedern. mono-, bi- oder tricycUsche gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Heterocyclen rnit 5.. .15 35 
Ringgliedern und 1. . .6 Heteroatomen, die vorzugsweise N, O und S sind, wobei die Q. l4 Aryl-Gruppen^und die ein- 
geschlossenen carbocyclischen und heterocyclischen Substituenten ihrerseits ggf. ein- oder mehrfach mil R substituiert 
sein konnen, 

-mono-, bi- oder tricycUsche gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Heterocyclen rrut 5. . .15 RinggUedem und 
1 " 6 Heteroatomen, die vorzugsweise N, O und S sind, ggf. ein- oder mehrfach substituiert rnit -OH, -SH, -NH 2 , 40 
-NHCi 6-Alkvl, -N(Ci 6-Alkyl^, -NHQ i4Aryl, -N(Ce. . .wArylfc, -N(C L . .eAlkylXQ. . .uAryl), -NHCOR , -N0 2 , 
-CN, -F, -CI, -Br, -I, -6-Q 6-Aikyl, -O^Q , 4 -Aryl, -0(CO)R 6 , -S-d... 6 -Alkyl, -S-Q. . . 14 Aryl, -SOR , -SO3H, 
-S0 2 R 6 , -OSOjQ 6Alkyl, OS0 2 C 6 . . .i4Aryl, -(CS)R 6 , -COOH, -(CO)R 6 , mono-, bi- oder tricycUsche gesattigte oder 
ein- oder mehrfach ungesattigte Carbocyclen mil 3. . .14 RinggUedem, mono-, bi- oder tricycUsche gesattigte oder ein- 
oder mehrfach ungesattigte Heterocyclen rnit 5. . . 15 RinggUedem und 1 . . .6 Heteroatomen, die vorzugsweise N, 0 und 45 
S sind, wobei die Q. l4 Aryl-Gruppen und die eingeschlossenen carbocycUschen und heterocycUschen Substituenten ih- 
rerseits ggf. ein- oder mehrfach rnit R 4 substituiert sein konnen, 

-carbo- oder heterocycUsche gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Spirocyclen rnit 3. . .10 RinggUedem, wobei 
heterocyclische Systeme 1. . .6 Heteroatome enthalten, die vorzugsweise N, O und S sind, ggf. ein- oder mehrfach sub- 
stituiert mil -OH, -SH, -NH 2 , -NHCi 6-Alkyl, -N(C t . . . 6 -Alkyl) 2 , -NHC 6 . . .i4Aryl, -N(Ce. ..iaAtyOz, -N(Ci- . .eAl- 50 
kyl)(C 6 i4Aryl), -NHCOR 6 , -NO,, -CN, -F, -CI, -Br, -I, -O-d. . .eAlkyl, -0-C 6 . . .14-Aryl, -0(CO)R 6 , -S-C L . . 6 -Alkyl, 
-S-C 6 . 14 Aryl, -SOR 6 , -SO3H, -S0 2 R 6 , -OS0 2 Q.. .eAlkyl, -OSO A. . 14 Aryl, -(CS)R 6 , -COOH, -(CO)R 6 , mono-, bi- 
oder trievchsche gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Carbocyclen rnit 3. . .14 Ringgliedern. mono-, bi- oder 
tricycUsche gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Heterocyclen rnit 5. . .15 RinggUedem und 1. . .6 Heteroato- 
men, die vorzugsweise N, O und S sind, wobei die Q. . .i 4 Aryl-Gruppen und die eingeschlossenen carbocycUschen und 55 
heterocycUschen Substituenten ihrerseits ggf. ein- oder mehrfach rnit R 4 substituiert sein konnen, 
stent, wobei R l und R 5 gleich oder verschieden sein konnen 

R 2 R 3 konnen Wasserstoff oder -Oil sein, wobei mindestens einer von beiden Substituenten -Oil sein muB; 
R 4 stent fur -H, -OH, -SH, -NH 2 , -NHCi 6-Alkyl, -N(Ci . 6 -Alkyl) ; , -NHCV . -wAryl, -N(C 6 . . .wArylfc, -N(Ci. . . 6 A1- 
kyl)(C 6 , 4 Aryl), -NHCOR 6 , -NO,, -CN, -COOH, -(CO)R 6 , -(CS)R 6 , -F, -O, -Br, -T, -0-C L . . 6 -Alkyl, -0-C 6 . . . l4 -Aryl, 60 
-0(CO)R . -S-Ci. . .6-Alkyl, -S-C*. . .uAryl, -SOR 6 , -S0 2 R 6 . 

R 6 kann -H, -NH>, -NHCi 6-Alkvl, -N(Q... 6 -Alkyl) 2 , -NHQ. . .i 4 Aryl, -N(Q . . l4 Aryl) 2 , -N(C L ..6A1- 
kyl)(C 6 loAryl), -O-C, 6 -Alkyl, -C-Q. . . l4 -Aryl, -S-Q, . . 6 -Alkyl, -S-Q. . . l4 Aryl -C L . . l2 -Alkyl, geradkettig oder ver- 
zweigtkettig, -C, p-Alkenyl, ein oder mehrfach ungesattigt, geradkettig oder verzweigtketlig, -mono-, bi- oder tricy- 
cUsche gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesatiigte Carbocyclen mil 3. . .14 Ringgliedern, -mono-, bi- oder tricych- 65 
sche gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesatiigte Heterocyclen mil 5. . . 1 5 Ringgliedern und 1 . . .6 Heteroatomen, die 
vorzugsweise N, O und S sind, 
bedeuten. 
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abhangigkeit bei wiederholtem Einsatz von Analgetika, wie beispielsweise Morphin sowie zur \ferringerung der Tole- 
ranzeniwicklung beim wiederholten Einsatz von diesen Analgeiika verwendei werden. 

Zur Herstellung der ArzneimiUel wird ncben den ublichen Hilfsmitteln, Trager- und Zusatzstoffen cine wirksame Do- 
sis der erfindungsgemaBen Verbindungen oder deren Salze verwendei. Die Dosierung der Wirkstoffe kann je nach Ver- 
abfolgungsweg. Alter, Gewicht des Patienten, Art und Schwere der zu behandelnden Erkrankungen und ahnlichen Fak- 5 
toren variieren. Die tagliche Dosis kann als einmal zu verabreichende Einzeldosis oder unierteill in 2 oder mehrere Ta- 
gesdosen gegeben werden und betragt in der Regel 0,001-100 mg. 

Als Applikalionsform kommen orale, parenterale, intravenose, transdermal, lopische, inhalative und iniranasale Zu- 
bereitungen in Frage. 

Zur Anwendung kommen die ublichen galenischen Zubereit ungsformen wie Tabletien, Dragees, Kapseln, dispergier- 10 
bare Pulver, Granulate, waBrige Losungen, waBrige oder olige Suspensionen, Sirup, Safte oder Tropfen. 

Feste Arzneiformen konnen inerte Inhalts- und Tragerstoffe enthalten, wie z. B. Calciumcarbonat, Calciumphosphat, 
Natriumphosphat, Lactose, Starke, Mannit, Alginate, Gelatine, Guar-Gummi, Magnesium- oder Aluminiumstearat, Me- 
thylcellulose, Talkum, hochdisperse Kieselsauren, Silikonol, hohermolekulare Fettsauren (wie Stearinsaure), Gelatine, 
Agar-Agar oder pflanzliche oder tierische Fette und Ole, feste hochmolekulare Polymere (wie Polyethylenglykol); fur 15 
orale Applikation geeignete Zubereit ungen konnen gewunschtenfalls zusatzliche Geschmacks- und/oder SuBstofife ent- 
halt en. 

Fliissige Arzneiformen konnen sterilisiert sein und/oder gegebenenfalls Hilfsstoffe wie Konservierungsmittel, Stabili- 
satoren, Netzmittel, Penetrationsmittel, Ernulgatoren, Spreitmittel, losungsvermittler, Salze, Zucker oder Zuckeralko- 
hole zur Regel jng des osmotischen Drucks oder zur Pufferung und/oder Viskositiitsregulatoren enthalten. Derartige Zu- 20 
salze sind zum Beispiel Tartrat- und Citrat-Puffer. Ethanol, Komplexbildner (wie Ethylendianiin-tetraessigsaure und de- 
ren nicht-toxische Salze). Zur Regelung der Viskositat. kommen hochmolekulare Polymere in Frage wie beispielsweise 
flussiges Polyethylenoxid, mikrokrislalline Cellulosen Carboxymethylcellulosen, Polyvinylpyrrolidone, Dextrane oder 
Gelatine. Feste Tragerstoffe sind zum Beispiel Starke, Lactose, Mannit, Melhylcellulose, Talkum, hochdisperse Kiesel- 
sauren, hohennolekulare Fettsauren (wie Stearinsaure), Gelatine, Agar-Agar, Calciumphosphat, Magnesiumstearat, tie- 25 
rische und pOanzliche Felte, feste hochmolekulare Polymere wie Polyethylenglykol. 

Olige Suspensionen fur parenterale oder topischc Anwcndungcn konnen vegctabile synthctischc oder scmisynthcti- 
sche Ole wie beispielsweise fliissige Fettsaureester mit. jeweils 8 bis 22 C-Atomen in den Fettsaureketten, zum Beispiel 
Palmitin-, Laurin-, Tridecyl-. Margarin-. Stearin-, Arachin-. Myristin-, Behen-, Pentadecyl-, Linol-. Elaidin-, Brasidin-, 
Eruca- oder Olsaure, die mil ein- bis dreiwertigen Alkoholen mil 1 bis 6 C-Atomen wie beispielsweise Methanol, Etna- 30 
nol, Propanol, Butanol, Pentanol oder deren Isomere, Glycol oder Glycerol verestert. sind, sein. Derartige Fettsaureester 
sind beispielsweise handelsubliche Miglyole, Isopropylmyrislat, Isopropylpalmitat, Isopropylstearat, PEG 6-Caprin- 
saure, Capryl/Caprinsaureester von gesattigten Fettalkoholen, Polyoxyethylenglyceroltrioleate, Ethyloleat, wachsartige 
^ Fettsaureester wie kiinstliches Entenburzeldrusenfett, Kokosfettsaure-isopropylester, Olsaureoleylester, Olsauredecyle- 
ster, Milchsaureethyiester, Dibutylphthalat, Adipinsaurediisopropylester, Polyol-Fettsaureester u. a. Ebenso geeignet 35 
sind Silikonole verschiedener Viskositat oder Fettalkohole wie Isotridexylalkohol, 2-Octyldodecanol, Cetylstearyl-Al- 
kohol oder Oleylalkohol, Fettsauren wie beispielsweise Olsaure. Weiterhin konnen vegelabile Ole wie Rizinusol, Man- 
deldi, Olivenol, Sesamol, Baumwollsaatol, ErdnuGol oder Sojabohnenol Verwendung finden. 

Als Losungsmittel, Gelbildner und Losungsvermittler kommen in Frage Wasser oder mit Wasser mischbare Losungs- 
mittel Geeignet sind zum Beispiel Alkohole wie beispielsweise Ethanol oder Isopropylalkohol, Benzylalkohol, 2-Octyl- 40 
dodecanol, Polyethylenglykole, Phthalate, Adipate, Propylenglykol, Glycerin, Di- oder Tripropylenglykol, Wachse, Me- 
thylcellosolve/Cellosolve, Ester, Morpholine, Dioxan, Dimethylsulfoxid, Dimethylformamid, Tetrahydrofuren, Cyclo- 
hexanon etc. 

Als Filmbildner konnen Celluloseether verwendet werden, die sich sowohl in Wasser als auch in organischen L6- 
sungsmittein losen bzw. anquellen konnen, wie beispielsweise Hydroxypropylmethylcellulose, Methylcellulose, Ethyl- 45 
' cellulose oder losliche Starken. 

Mischformen zwischen Gel- und Filmbildnern sind durchaus ebenfalls moglich. Hier kommen vor allem ionische Ma- 
kromolekule zur Anwendung, wie z. B. Natriumcarboxymethylcellulose, Polyacrylsaure, Polymethacrylsaure und deren 
Salze, Nauiumamylopektinsemiglykolau Alginsaure oder Propylenglykol-Alginat als Natriumsalz, Gummi arabicum, 
Xanthan-Gummi, Guar-Gummi oder Carrageenan. Als weitere Fonnulierungshilfsmittel konnen eingesetzt werden: Gly- 50 
cerin, Paraffin unterschiedlicher Viskositat, Triethanolamin, Collagen, AUantoin, Novantisolsaure. Auch die Verwen- 
dung von Tensiden, Ernulgatoren oder Netzmilteln kann zur Formulierung notwendig sein, wie z. B. von Na-Laurylsul- 
fau Fettalkoholelhersulfaten, Di-Na-N-lauryl-p-iminodipropionaU polyoxyethylierles Rizinusol oder Sorbitan-Monoo- 
leat, Sorbitan-Monostearal, Polysorbaten (z. B. Tween), Cetylalkohol, Lecithin, Glycerinmonostearat, Polyoxyethylen- 
stearat, Alkylphenolpolyglykolelher, Cetyltrimethylammoniumchlorid oder Mono-/Dialkylpolyglykolether-orthophos- 55 
phorsaure-monoethanolaminsalzen. Stabilisatoren wie Montmorillonite oder kolloidale Kieselsauren zur Stabilisierung 
von Emulsionen oder zur Verhinderung des Abbaus der aktiven Substanzen wie Antioxidant en, beispielsweise Tocophe- 
role oder Butylhydroxyani sol, oder Konservierungsmittel, wie p-1 Iydroxybenzoesaureester, konnen ebenfalls zur Zube- 
reit ung der gewunschten Formuuerungen gegebenenfalls erforderlich sein. 

7Aihereit ungen zur parenteralen Applikation konnen in separaten Dosiseinheitsformen wie z. B. Ampullen oder Vials 60 
vorliegen. Vorzugsweise werden Losungen des WirkstofTes verwendet, bevorzugt wassrige Losungen und vor allem iso- 
tonische Losungen aber auch Suspensionen. Diese Injeklionsfonnen konnen als Ferugpraparat zur Verfugung gestellt 
werden oder erst direkt. vor der Anwendung durch Mischen der wirksamen Verbindung, zum Beispiel des Lyophilisats, 
gegebenenfalls mit weiteren festen Tragerstoffen, mil dem gewunschten Losungs- oder Suspensionsmittel zubereitet. 
werden. 65 

Intranasal Zubcreitungen konnen als waBrige oder olige Losungen bzw. als waBrige oder olige Suspensionen vorlie- 
gen. Sie konnen auch als Lyophilisale vorliegen, die vor der Anwendung mil dem geeigneten Losungs- oder Suspensi- 
onsmittel zubereitet werden. 
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Beispiel 2 

N-(3,5-DichIorpyridin-4-yl)-2-[l-(4-fl^^ 

5 g (38 mmol) wasserfreies Aluminiumchlorid werden in 50 ml Ethan- 1,2-diihiol vorgelegt. Bei 0°C wird eine Losung 5 
von 4,7 g N-(3^-Dichloipyridin-4-yl)-2-[l-(4-fl^^ (lOmmol) in 50 ml 

Dichlormelhan zugegeben. Das Gemisch wird 4Stundcn bei 0°C geriihrt. TJnter Ruhren werden bei 0-1 0°C 50 ml 
l0%ige Salzsaure zugetropft. Das kristallisierende Produkl wird isoliert mil Wasser gewaschen und bei 20°C getrock- 
neL Durch UmkristaUisaiion aus Hhanol (180 ml) wird ein reines Produk! erhalten. 

Ausbeute: 3.1 g (67% der Theorie), 10 
Schmelzpunkt: 212-214°C 

Exemplarisches Herstellungsverfahren fur erfindungsgemaBe Verbindungen der Formel 1_ aus Ausgangsstoffen der be- 
schriebenen Art, bei denen R° eine Acyl- ? Alkoxycarbonyl-, Aryloxycarbonyk Aminocarbonyl-, N-suhstituierte Ami- 
nocarbonyk Silyk Sulfonyl-Gruppe ist 

15 

Beispiel 3 

N-(3>Dichlorpyridin-4-yl)-2-(l-(4-fiuorte^ (2) 

5g N-(3.5-Dichlo:pyridin-4-yl)-2-[5-acetoxy-l-(4-fluorte (lOmmol) werden in 20 

50 ml verdunnter Natronlauge 1 Stunde bei 40-50°C geriihrt. Die Losung wird unter Kuhlung mit Eis mil Salzsaure 
(10%ig) neutralisiert und bis zur Trockene eingeengt. Der Riicksland wird in 80 ml Aceton gelost. Unlosliche Besland- 
teile werden abgelrennt. Die klare Losung wird mil einer Losung von 0 ? 4 g NaOH in 3 ml Wasser versetzt und 2 Stunden 
bei 20°C geriihrt. Das kristallisierte Produkt wird isoliert, mit Aceton gewaschen und bei 60°C getrocknet 
Ausbeute: 2,44 g (51% der Theorie), 25 
Schmelzpunkt: 265°C. 

Exemplarisches Herstellungsverfahren fur erfindungsgemaBe Verbindungen der Formel 1_ aus andcrcn crfindungsgc- 
maBen Verbindungen der Formel h 

Beispiel4 30 

N-(3,5-Dichlorpyridin-4-yl)-2-ll-(4-fluorbenzylh^^ (3) 

1 g N-(3,5-Dichlorpyridin-4-yl)-2-[l-^ (1; - mmpl) werden in 

75 ml Methanol suspendiert. Nach Zugabe einer Losung yon 0,2 g Natriumborhydrid in 3 ml verdunnter Natronlauge 35 
wird das Reaktionsgemisch 6 Stunden bei 20°C geriihrt Nachdem das Losungsmittel abdestilliert wurde, wird der Ruck- 
stand aus 40 ml Ethanol umkrislallisiert. 
Ausbeute: 0.5 g (50% der Theorie), 
Schmelzpunkt: 205-207°C. 

Unter Verwendung der angegebenen beispielhaften Varianten konnen zahlreiche weitere Verbindungen der Fonnel 1_ 40 
hergestellt werden, von denen folgende beispielhaft angefuhrt werden: 




45 
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Die erfindungsgemaBen Verbindungen sind starke Inhibitoren der Phosphodiesterase 4 und der TNFa Freisetzung. Ihr 
therapeutisches Potential wird in vivo beispielsweise durch die Hemmung der asthmatischen Spatphase-Reaktion (Eosi- 
nophilic) am Meerschweinchen sowie durch die Beeinfiussung der Allergen-induzierten vaskularen Permeabilitat an ak- 
tiv sensibilisierten Brown-Norway Ratten belegt. . 

Inhibition der Phosphodiesterase 

Die PDE 4-Aktivitat wird in Enzympraparationen aus humanen polymorphkemigen Lymphocyten (PMNL) bestimmt, 
die PDE 2, 3 und 5-Aktivi'iat mit PDE aus humanen 'ITirombocyten. Humanes Blut wurde mil Citrat anucoaguliert. 
Durch eine Zentrifugation bei 700 x g fur 20 Minuten bei RT wird das thrombocytenreiche Plasma im Uberstand von den 10 
Erythrocyten und Leukocyten getrennt. Die Thrombocytes werden durch Ultraschall lysiert und im PDE 3 und PDE 5- 
Assay eingesetzt. Fur die Bestimmung der PDE 2-Akuvitat wird die cytosolische Thrombocytenfraktion uber einer 
Anionenaustauschersaule mitlels.NaCl-Gradienten gereinigt und der PDE 2-Peak wird fur den Assay gewonnen. Die 
PMNLs fur die PDE 4-Beslimmung werden durch eine folgende Dextxansedimentauon und anschlieBende Gradienten- 
zentrifugation mil Ficoll-Paque isoliert. Nach einem zweimabgen Waschen der Zellen werden die noch enthaltenden 15 
Erythrocyten durch die Zugabe von 10 ml hypotonischern Puffer (155 mM NH»CL 10 mM NaHC0 3 , 0,1 nuM EDTA, 
pH=7,4) innerhalb von 6 Minuten bei 4°C lysiert. Die noch intakten PMNLs werden noch zwei Mai mit PBS gewaschen 
und mittels UltraschaU lysiert. Der Uberstand einer einstundigen Zentrifugation bei 4°C bei 48000 x g enthalt die cyto- 
solische Fraktion der PDE 4 und wird fur die PDE 4-Messungen eingesetzt. 

Die Phosphodiesterase- Aktivitat wird mit einigen Modi fizierun gen nach der von Thompson et al. beschriebenen Me- 20 
thode bestimmt. (Thompson. W. J.: Appleman, M. M., Assay of cyclic nucleotide phosphodiesterase and resolution of 
multiple molecular forms of the enzyme. Adv. Cycl. Nucl. Res. 1979, 10, 69-92). Die Reaktionsmischungen enthalten 50 
mM Tris-HCl (pH 7,4), 5 mM MgCl 2 , die Inhibitoren in variablen Konzentration, dieentsprechende Enzympraparauon 
sowie die zur Erfassung der einzelnen Isoenzyme notwendigen weiteren Komponenten (siehe unten). Durch die Zugabe 
des Substrates 0,5 uM [ 3 H]-cAMP oder [ 3 H]-cGMP (ca. 6000 CPM/Test) wird die Reaktion gestartet. Das Endvolumen 25 
beiragl 100 ml. Teslsubslanzen werden als Staminlosungen in DMSO angesetzt. Die DMSO-Konzentraiion im Reakti- 
onsgcmisch ist \% v/v. Bei dicscr DMSO-Konzcntration wird die PDE-Aktivitat nicht bccinfluBt. Nach dem Start der 
Reaktion mittels Substrat-Zugabe werden die Proben 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Durch ein Erhitzen der Testtubes 
fur 2 Minuten auf 1 10°C wird die Reaktion gestoppt. Die Proben bleiben fur weitere 10 Minuten im Eis. Nach der Zug- ■ 
abe von 30 ul 5'-Nukleotidase (1 mg/ml, aus einer Schlangengiftsuspension aus Crotalus adamanteus) erfolgt eine Inku- 30 
bation fur 10 Minuten bei 37°C. Die Proben werden auf Eis abgestoppt, jeweils 400 pi einer Mischung aus Dowex-Was- 
ser-Ethanol (1+1+1) zugegeben, gut gemixt und wieder 15 Minuten auf Eis inkubiert Die ReaktionsgefaBe werden 
20 Minuten bei 3000 x g zentrifugiert. 200 pi Aliquotes des Uberstandes werden direkt in SzinullalionsgefaBe uberfuhrt. 
Nach der Zugabe von 3 ml Szinullator werden die Proben im Betacounter gemessen. 

Fur die Bestimmung der PDE 4, 3 und 2-Akuvitat wird als Substrat [ 3 H]-cAMP, fur die Bestimmung der PDE 5-Ak- 35 
tivitat [ 3 H]-cGMP verwendet. Die jeweils unspezifischen Enzymakuvitaten werden in Gegenwart von 100 pM Roliprain 
bei der PDE 4 und in Gegenwart von 100 uM IBMX bei der Bestimmung der PDE 3 und 5 ermittelt und von den Test- 
werten subtrahiert. Die Inkubationsansatze des PDE 3- Assays enthalten 10 pM Rolipram, urn eventueUe Verunreinigun- 
gen durch die PDE 4 zu hemmen. Die PDE 2 wird mit einem SPA- Assay der Firma Amersham getesteL In Gegenwart des 
Akti vators der PDE 2 (5 pM cGMP) wird der Assay durchgefuhrt 40 

Fur die erfindungsgemaBen Verbindungen wurden bezuglich der Inhibition der Phosphodiesterase 4 ICso-Werte im 
Bereich von 10" 9 bis 10" 5 M besu'mmt. Die Selektivitat gegenuber den PDE-Typen 2, 3 und 5 betragt Faktor 100 bis 
10.000. 

Hemmung der TNFa Freisetzung aus Zellen nasaler Polypen 45 

Die Versuchsanordnung entspricht im wesentbehen der von Campbell, A. M. und Bousquet J. (Anti-allergic activity of 
H r blockers. Int. Arch. Allergy Immunol., 1993, 101, 308-310) beschriebenen Methode. Das Ausgangsmaterial bilden 
nasale Polypen (OP-Material) von Patienten die sich einer chirurgischen Behandlung unterzogen haben. 

Das Gewebe wird mit RPMI 1640 gewaschen und anschlieBend mit Protease (2.0 mg/ml), Collagenase (1.5 mg/ml), 50 
Hyaluronidase (0.75 mg/ml) und DNAse (0.05 mg/ml) uber 2 h bei 37°C aufgeschlossen (1 g Gewebe auf 4 ml RPMI 
1 640 mit Enzymen). Die erhaltenen Zellen, eine Mischung aus Epithelzellen, Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten, 
Fibroblasteri und Granulozyten, werden filtriert und durch wiederholtes Zentrifugieren in Nahrlosung gewaschen, durch 
Zugabe von humanem IgE passiv sensibilisiert und die Zellsuspension auf eine Konzentration von 2 Mio Zellen/ml in 
RPMI 1640 (erganzt mit Antibiouka, 10% fetalem Kalberserum, 2 mM Glutamin und 25 mM Hepes) eingestellt. Diese 55 
Suspension wird auf 6-Well-Zellkulturplatten (1 ml/well) verteilt Die Zellen werden mit den Priifsubstanzen in ver- 
schiedenen Endkonzentrauonen 30 min vorinkubiert und anschlieBend durch Zugabe von Anti-IgE (7,2 pg/ml) zur TNFa 
Freisetzung angeregt. Die maximale Freisetzung in das Nahrmedium erfolgt nach ca. 18 Stunden. In diesem Zeitraum 
werden die Zellen bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Das Nahrmedium (Uberstand) wird durch Zentrifugation gewonnen 
(5 min 4000 U/min) und bis zur Zytokinbestimmung bei -70°C gelagert. Die Bestimmung von TNFa im Uberstand er- 60 
folgt mit sog. Sandwich-ELlSAs (Grundmaterial Pharmingen), mit denen Konzentrationen des Zytokins im Bereich von 
30-1000 pg/ml nachgewiesen werden konnen. 

Nicht mit Anti-IgE stimulierte Zellen produzieren kaum TNFa, stimulierte Zellen dagegen sezemieren groBe Mengen 
an TNFa, was z. B. durch PDE 4 Inhibitoren dosisabhangig vermindert werden kann. Aus der prozentualen Hemmung 
(TNF3-Freisetzung der mit Anti-IgE stimulierte Zellen = 100%) der gepruften Substanzen bei verschiedenen Konzenu*a- 65 
tionen wird die IC50 (concentration at 50% inhibition) berechnet. 

Fur die erfindungsgemaBen Verbindungen wurden IC 5(r Wene im Bereich von 10" 7 bis 10" 5 M bestimmt. 
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worin 

R l , R 5 fur -Ci 12-Alkyl, geradkettig oder verzweigt.kefl.ig, ggf. ein- oder mehrfach substituiert mil. -OH. -SH, -NH 2 , 
-NHCi fi-AIkyl, -N(C, 6 -Alkvl) 2 , -NHC* uArvU -N(C 6 ..., 4 Aryl) 2 , -N(C,...6Alkyl)(C6.. j 4 Aryl), -NHCOR 6 , 
-N0 2 , -CN, -F, -CL -Br, -I, -O-Q e-Alkyl, -O-Q . . M -Aryl, -0(CO)R 6 , -S-Ci. 6 -Alkyl, -S-C 6 . . . l4 Aryl, -SOR 6 , 15 
-SO3H, -S0 2 R 6 , -OS0 2 C L . :6 Alkyl, -OSOjCs. . . l4 Aryl, -(CS)R 6 , -COOH, -(CO)R b , mono, bi- oder tricyciische ge- 
sattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Carbocyclen mit 3. . . 14 Ringgliedem, mono-, bi- oder tricyciische ge- 
sattigte oder ein- oder mehrfach ungesatiigte Heterocyclen mil 5. . .15 Ringgliedem und 1. . .6 Heteroatomen, die 
vorzugsweise N, 0 und S sind, wobei die Q. , . 14 Aryl-Gruppen und die eingeschlossenen carbocyclischen und hete- 
rocyclischen Substituenten ihrerseits ggf. ein- oder mehrfach mit R 4 subsutuiert sein konnen, 20 
-Q irAlkenyL ein oder mehrfach ungesattigu geradkettig oder verzweigtkettig, ggf. ein- oder mehrfach substitu- 
iert mil -OH, -SH, -NH 2 , -NHCi 6 -Alkyl, -N(C L . . 6 -Alkyl) 2 , -NHQ. . . l4 Aryl, -N(C6... l4 Aryl) 2 . -N(C\. • . 6 A1- 
kylXQ i4Aryl), -NHCOR 6 , -NQj, -CN, -F, -CI, -Br, -I, -0-C L . .e-Alkyl, -0-C 6 . . .14-Aryl, -0(CO)R 6 , -S-Q . . 6 -Ai- 
kyl, -S-Q... l4 Aryl, -SOR 6 , -S0 3 H, -S0 2 R 6 , -OSQ2C1. . .eAlkyl, -OS0 2 C 6 . .. 14 Aryl, -(CS)R 6 , -COOH, (CO)R 6 , 
mono-, bi- oder tricyciische gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Carbocyclen mit 3. . .14 Ringgliedem, 25 
mono-, bi- oder tricyciische gesaLligle oder ein- oder mehrfach ungesatiigte Heterocyclen mil 5. . .15 Ringgliedem 
und 1. . .6 Heteroatomen, die vorzugsweise N, 0 und S sind, wobei die Q _ 14 Aryl-Gruppcn und die eingeschlos- 
senen carbocyclischen und heterocyclischen Substituenten ihrerseits ggf. ein- oder mehrfach mitR 4 substituiert sein 
konnen, 

-mono-, bi- oder tricyciische gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Carbocyclen mit 3. . .14 Ringgliedem, 30 
ggf. ein- oder mehrfach substituiert nut -OH, -SH, -NTH?, -NHCi ..6-Alkyl, -N(d.. .6-Alkyl) 2 , -NHC*.. .mAtvI, 
-N(C 6 14 Aryl>>, -N(C\ 6Alkyl)(Cs i4Aryl), -NHCOR 6 , -N0 2 , -CN, -F, -CI, -Br, -I, -O-Q. . ^-Alkyl, -O-Q. . .14- 
Aryl, -6(CO)R 6 , -S-Q. . ,6-ALkyl, -S-Q. . .uAryl, -SOR 6 , -SO3H, -S0 2 R 6 , -OS0 2 Cl ..eAlkyl, -OS0 2 C6...i4Aryl, 
-(CS)R 6 , -COOH, -(CO)R 6 , mono-, bi- oder tricyciische gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Carbocy- 
clen mit 3. . . 14 Ringgliedem, mono-, bi- oder tricyciische gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Hetero- 35 
cyclen mit 5. . . 15 Ringgliedem und 1 . . .6 Heteroatomen, die vorzugsweise N, O und S sind, wobei die C 6 . . . l4 Aryl- 
Gruppen und die eingeschlossenen carbocyclischen und heterocyclischen Substituenten ihrerseits ggf. ein- oder 
mehrfach mit R 4 subsutuiert sein konnen, 

-mono-, bi- oder tricyciische gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Heterocyclen mil 5. . .15 Ringgliedem 
und 1. . .6 Heteroatomen, die vorzugsweise N, O und S sind, ggf. ein- oder mehrfach substituiert mil -OH, -SH, 40 
-NH 2 , -NHCi 6-Alkyl, -N(C L . . 6 -Alkyl) 2 , -NHC 6 .. .i4Aryl, -N(C 6 . ..i4Aryl)2, -N(C L . .6Alkyl)(C 6 . . .i4Aryl), 
-NHCOR 6 , -NO?, -CN, -F, -CI, -Br, -I, -0-C t . . 6 -Alkyl, -O-Q. . .i 4 -Aryl ? -0(CO)R 6 , -S-C, . 6 -Alkyl, -S-Q. . .wAryl, 
-SOR 6 , -SO3H, -S0 2 R 6 , -OS0 2 C t . . VUkyl, -OS0 2 Q. . .i 4 Aryl, -(CS)R 6 -COOH, -(CO)R 6 , mono-, bi- oder tricycti- 
sche gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Carbocyclen mit 3. . .14 Ringgliedem, mono-, bi- oder tricy- 
ciische gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Heterocyclen mit 5. . .15 Ringgliedem und 1. . .6 Heteroa- 45 
tomen, die vorzugsweise N, 0 und S sind, wobei die Q. . 14 Aryl-Gruppen und die eingeschlossenen carbocycli- 
schen und heterocyclischen Substituenten ihrerseits ggf. ein- oder mehrfach mit R 4 substituiert sein konnen, 
-carbo- oder heterocyclische gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Spirocyclen mit 3. . .10 Ringgliedem, 
wobei heterocyclische Systeme 1. . .6 Heieroatome enthalten, die vorzugsweise N, O und S sind, ggf. ein- oder 
mehrfach subsutuiert mit -OH, -SH, -NH 2 , -NHCi 6-Alkyl, -N(d. . . 6 -Alkyl) 2 , -NHQ. . tl4 Aryl, -N(Ce. . . 14 Aryl) 2 , 50 
-N(Ci. . .6Alkyl)(C6. i4Aryl), -NHCOR 6 , -N0 2 , -CN, -F, -CI, -Br, -I, -0-C L . . 6 -Alkyl, -0-Q>. . .i4-Aryl, -0(CO)R 6 , 
-S-d . A-Alkyl, -S-C 6 ...i4Aryi, -SOR 6 -SO3H, -S0 2 R<\ -OSOsCi. . .gAlkyl, -OSO2Q. . i^Aryl, -(CS)R 6 , -COOH, 
-(CO)R , mono-, bi- oder tricyciische gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Carbocyclen mit 3. . .14 Ring- 
gliedem, mono-, bi- oder tricyciische gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Heterocyclen mit 5. . .15 
Ringgliedem und 1. . .6 Heteroatomen, die vorzugsweise N, 0 und S sind, wobei die Q. . .i4Aryl-Gruppen und die 55 
eingeschlossenen carbocyclischen und heterocyclischen Substituenten ihrerseits ggf. ein- oder mehrfach mit R 4 
substituiert sein k6nnen, 

stent, wobei R l und R 5 gleicti oder verschieden sein konnen 

R 2 , R 3 konnen Wasserstoff oder -OH sein, wobei mindestens einer von beiden Substituenten -OH sein muB; 
R 4 stent fur -H, -OH, -SH, -NH 2 , -NHCi 6-Alkyl, -N(d 6 - Alkyl) 2 , -NHC 6 . . .uAryl, -N(Ce. . .wAryl, -N(C L . >6 A1- 60 
kylXCfi I4 ArYl), -NHCOR 6 , -N0 2 , -CN, -COOH, -(CO)R 6 , -(CS)R 6 , -F, -CI, -Br, -I, -O-C. . .6-Alkyl, -O-C*. . .14- 
Aryl, <>(CX})RVS-Ci 6 -Alkyl -S-C 6 . . l4 Aryl, -SOR 6 , -S0 2 R 6 ; 

R 6 kann -H, -NH 2 , -NHCi,. . 6 - Alky 1, -N(Ci... 6 -Alkyl) 2 , -NHCV.uAryl, -N(C 6 ...i4Aryl)2, -N(d... 6 Al- 
kyl)(C 6 ...i 4 Aryl), -O-Ct ... 6 -Alkyl, -0-C 6 .. .14-Aryl, -S-Ci... 6 -Aikyl, -S-C 6 ...t4Aryl -Ci. . . l2 -Alkyl, geradkettig 
oder verzweigtkettig, -Cj. . .i 2 -Alkenyl, ein oder mehrfach ungesattigu geradkettig oder verzweigtkeuig, -mono-, bi- 65 
oder tricyciische gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesattigte Carbocyclen mit 3. . .14 Ringgliedem. 
-mono-, bi- oder tricyciische gesattigte oder ein- oder mehrfach ungesaitigie Helerocyclen mit 5. . .15 Ringgliedem 
und 1. . .6 Heteroatomen, die vorzugsweise N, O und S sind. 
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Verdunnungsmiuein beziehungsweise sonsligen Hilfsstoffen zu phamiazeutischen Zubereilungen verarbeitet bezie- 
hungsweise in eine therapeutisch anwendbare Fomi gebrachi werden 

13. Verwendung von Verbindungen der allgemeinen Formel 1 gemaB den Anspriichen 1 bis 4 und/oder von phar- 
mazeutischen Zubereilungen nach den Anspruchen 11 und 12 allein oder in Kombinalion untereinander oder in 
Kombinalion mil Tragerstoffen und/oder Verdunnungsmiuein beziehungsweise sonsligen Hilfsstoffen. 
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